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Extração de RNA Total de Folhas de Algodoeiro
O algodão é um dos produtos
agrícolas de maior importância
econômica do grupo das fibras,
pelo volume e valor da
produção. Seu cultivo é também
de grande importância social,
pelo número de empregos que
gera direta ou indiretamente
(RICHETTI; MELO FILHO,
2001).
A busca por cultivares de
algodão tolerantes a diversos tipos de estresses bióticos e abióticos é de
fundamental importância, face à expressão econômica que a cotonicultura
representa em nível mundial.
Os métodos inovadores, envolvendo a compreensão da expressão de genes
que propiciam a melhoria de genótipos, envolvem, além do seqüenciamento
de DNA em larga escala, estratégias para ordenação de seqüências contíguas
e métodos para  identificação de genes em uma seqüência genômica,
culminado na tecnologia da genômica funcional, que engloba estudos de
transcriptoma e proteoma. (ARPAT et al., 2004, BRUCE et al., 2002, RONG
et al., 2005).
O RNA total é utilizado em diversos tipos de análises de expressão gênica e
caracterização de transcritos, baseando-se nos métodos de Northern, RT-
PCR, construção de bibliotecas de cDNA e ESTs. Para essas análises, é
recomendável a purificação da moléculas de RNA, de maeira que estas
estejam intactas e completas, em termos de comprimento, além de puras e
íntegras.
A principal preocupação na extração de RNA, por ser uma molécula instável,
consiste em evitar a sua degradação por ribonucleases (RNases), que são
enzimas extremamente resistentes a vários tratamentos, inclusive aos
térmicos (fervura, autoclavagem). A utilização de agentes desnaturantes
fortes permitem a quebra das células e a inativação das ribonucleases. No
método básico, a extração é realizada com fenol seguida da precipitação do
RNA por etanol. Para diminuir a contaminação por RNAses - das soluções,
equipamentos, vidrarias e reagentes -, é recomendável a autoclavagem e/ou o
tratamento com dietilpirocarbonato (DEPC),  que é um forte inibidor de
RNAses.
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Um outro fator, que dificulta a obtenção de um
RNAtotal de boa qualidade, é a presença de compostos
fenólicos no material vegetal. Esses compostos estão
presentes em todos os vegetais e compreendem um
grupo heterogêneo de substâncias, umas com estruturas
químicas relativamente simples e outras,  complexas. Os
compostos fenólicos causam oxidação no produto final
da extração  DNA ou RNA, de forma irreversível,
tornando-o inviável para posterior uso nas técnicas de
biologia molecular; no algodão, esse problema é
agravado pela abundância desses compostos nas suas
folhas.
Dentre os tipos de RNA, o mais utilizado em pesquisas
de biologia molecular - visando o melhoramento de
plantas - é o RNA mensageiro (RNAm), que permite
determinar onde e quando certo gene está sendo
expresso, para o entendimento posterior da sua função.
Uma das estratégias envolvendo estudos com RNAm é
a análise da expressão diferenciada de genes em
respostas de tolerância, de resistência ou de fatores
envolvidos com a interação patógeno-hospedeiro.
Após a realização de testes - utilizando vários
protocolos de extração com a finalidade de neutralizar o
efeito oxidativo dos compostos fenólicos presentes nas
folhas de algodão sobre o RNA total -, pode-se
estabelecer que o protocolo no qual foi usado o
reagente o "Concert™ Plant RNA Reagent" foi o que
melhor atendeu ao objetivo proposto(Fig. 1), cujo
processo de extração será detalhado a seguir.
Folhas jovens medindo, aproximadamente, 2,5 cm
foram coletadas e armazenadas em nitrogênio líquido.
De cada amostra, 0,1g foi macerado em nitrogênio
líquido com auxílio de pistilos e almofarizes de
porcelana previamente resfriados, até torna-se um pó
fino, que foi transferido para microtubos, aos quais,
posteriormente, adicionou-se 0,5 mL de "Concert™ Plant
RNA Reagent". O material contido nos microtubos foi
lentamente misturado e incubado por cinco minutos à
temperatura ambiente, tendo-se o cuidado de deixar os
microtubos sempre na horizontal, para aumentar a
superfície de contato. Após o período de incubação, o
material foi centrifugado a 12.000 rpm, por dois
minutos, à temperatura ambiente e o sobrenadante
transferido para um novo microtubo. Em seguida,
adicionaram-se 0,1 mL de cloreto de sódio (NaCl) 5M e
0,3 mL de clorofórmio, em cada tubo, os quais foram
invertidos por dois minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm à temperatura de 4 ºC por
10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos, aos quais foi adicionado igual volume de
isopropanol gelado. Posteriormente, o material foi
incubado por dez minutos à temperatura ambiente e
centrifugado novamente, a 12.000 rpm à temperatura
de 4 ºC, por 10 minutos. O precipitado formado foi
lavado com 1 mL de etanol 75%, centrifugado a
12.000 rpm, por 1 minuto; em seguida,  foi mantido à
temperatura ambiente até a sua secagem e novamente
mantido em 30 L de água Milli-Q Rnase free. O RNA
total extraído foi armazenado em um deep freezer à
temperatura de -80 ºC.
Para verificar a eficiência do protocolo, foi realizada a
corrida do RNA extraído em gel de agarose a 0,8% (p/
v), no qual observou-se a presença de bandas,
concluindo-se que o protocolo é adequado para extração
de RNA de folhas de algodoeiro.
Fig. 1. Esquema do protocolo de extração utilizando o Plant
RNA Reagent.
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